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Abstract of FR2816410 

Kit for detecting endothelial cell-specific molecule (ESM)-1 protein (I), comprising an antibody (Ab1) that 
binds specifically to the N-terminal region of (I), between amino acids 20 and 78, and antibody (Ab2) that 
binds specifically to the C-terminal region of (I), between amino acids 79 and 184, is new. Independent 
claims are also included for the following: (1) detecting (I) by sequential reaction, in either order, with Ab1 
and Ab2; (2) hybridoma MEC15, CNCM 1-1942; and (3) monoclonal antibody produced by MEC15. 
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NECESSAIRE DE DETECTION DE LA PROTEINE ESM-1 ET PROCEDE DE DETECTION METTANT EN 
OEUVRE LEDIT NECESSAIRE. 

(57) (.'invention est relative a un n6cessaire ou trousse de 
detection de la proline ESM-1 dans un 6chantillon, 
comprenant: 

a) un premier anticorps se liant spScifiquement a la re- 
gion N-terminale de la proteine ESM-1 comprise entre I'aci- 
de amine en position 20 et I'acide amin6 en position 78 de 
la sequence en acides amines de cette proline; et 

b) un second anticorps se liant sp6cifiquement & la re- 
gion C-terminale comprise entre I'acide amine en position 
79 et I'acide amine en position 1 84 de la sequence en aci- 
des amines de la proteine ESM-1. 
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Domaine de I'invention 

La presente invention concerne un necessaire ou trousse de 
detection de la proteine ESM-1 dans un echantillon. Elle est egalement 
relative a un procede de detection de la proteine ESM-1 dans un 
echantillon mettant en oeuvre un tel necessaire ou une telle trousse. 

La trousse et le procede de detection de la proteine ESM-1 selon 
I'invention sont industriellement applicables notamment a la quantification 
de la proteine ESM-1 dans des echantillons biologiques, tout 
particulierement d'echantillons biologiques provenant de patients dont on 
suspecte une alteration des parois vasculaires endotheliales. 

Etat de la technique 

La proteine ESM-1 (pour « Endothelial-cell-Specific Molecule 1 ») 
est une proteine principalement exprimee par les cellules endotheliales et 
majoritairement par les cellules endotheliales vasculaires. La proteine 
ESM-1 a ete decrite pour la premiere fois par LASSALLE et al. (1996). 
L'ARN messager de ESM-1 code pour un polypeptide de 184 acides 
amines dont la sequence est decrite dans la figure 1 de I'article de 
LASSALLE et al. (1996). 

La proteine ESM-1 retrouvee dans les lysats cellulaires des 
cellules endotheliales humaines possede un poids moleculaire apparent de 
20 kDa. La forme secretee de la proteine ESM-1 possede un poids 
moleculaire apparent de 50 kDa, indiquant que la proteine ESM-1 secretee 
a subi des modifications post-traductionnelles. 

Utilisation d'anticorps monoclonaux pour detecter la proteine 
ESM-1 est decrite dans la demande de brevet francais publiee sous le 
n°2.775.691 ainsi que dans ('article de BECHARD et al. (2000). Ces 
anticorps monoclonaux ont ete prepares par immunisation de souris avec 
un antigene constitue de la sequence allant de I'acide amine en position 79 
jusqu'a I'acide amine en position 184 de la proteine ESM-1 qui a ete 
fusionnee a la proteine GST (glutathione-S-transferase ). Trois families 
d'anticorps monoclonaux avaient ete caracterisees, ces families d'anticorps 
se fixant respectivement sur les determinants antigeniques AgD1 79P-99C 
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(anticorps MEP 01. MEP 06 et MEP 21), AgD2 119 S-139V (anticorps MEP 
08 et MEP13) et AgD3 159G-184R(anticorps MEP 04, MEP 14 et MEP19). 

BECHARD et al.(2000) decrivent la mise au point d'un test 
immunoenzymatique du type « sandwich » mettant en oeuvre les anticorps 
monoclonaux MEP 19 et MEP 21 pour reaiiser un test de detection de ia 
proteine ESM-1 dans un echantillon. Ce test a permis aux auteurs de 
montrer une forte production de proteine ESM-1 dans le serum de patients 
hospitalises pour un choc septique. Les resultats presentes a la figure 4 de 
cet article montrent que le test de detection utilisant les anticorps MEP 19 
et MEP 21 permet de detecter une concentration de proteine ESM-1 
superieure a 4 nanogrammes par millilitre. 

Toutefois, le test immunoenzymatique de la proteine ESM-1 decrit 
par BECHARD et al. (2000), s'il est adapte a la detection de fortes 
concentrations de proteine ESM-1 dans un echantillon, ne permet pas de 
detecter de faibles quantites de cette proteine, qui sont pourtant 
significatives de troubles physiologiques, tels qu'une alteration de la paroi 
vasculaire endotheliale chez des patients, comme cela est montre selon 
I'invention. 

SOMMAIRE DE L'INVENTION 

Le demandeur s'est attache a mettre au point un test 
immunologique de detection de la proteine ESM-1 dans un echantillon, 
beaucoup plus sensible que le test decrit dans I'etat de la technique. 

L'invention a pour objet un necessaire ou trousse pour la detection 
de la proteine ESM-1 dans un echantillon, comprenant 

a) un premier anticorps se fixant specifiquement sur la region N- 
terminale comprise entre I'acide amine en position 1 et I'acide amine en 
position 78 de la sequence en acides amines de la proteine ESM-1; et 

b) un second anticorps se fixant specifiquement sur la region C- 
terminale comprise entre I'acide amine en position 79 et I'acide amine en 
position 184 de la sequence en acides amines de la proteine ESM-1. 

L'invention a egalement pour objet un procede de detection de la 
proteine ESM-1 dans un echantillon, caracterise en ce qu'il comprerid les 
etapes suivantes: 
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a) mettre en contact I'echantillon a tester avec un support sur 
lequel est immobilis6 un premier anticorps se fixant specifiquement sur la 
region N-terminale ou la region C-terminale de la sequence en acides 

5 amines de la proteine ESM-1 ; 

b) mettre en contact le complexe eventuellement form6 entre 
Tanticorps immobilise et la proteine ESM-1 avec un second anticorps se 
fixant specifiquement sur la region N-terminale ou C-terminale non 
reconnue par le premier anticorps; et 

io c) d§tecter le complexe §ventuellement fomte entre la proteine 

ESM-1 et le second anticorps . 

^invention est egalement relative a certains anticorps mis en 
oeuvre dans le proc6de ci-dessus. 

invention a encore pour objet I'utilisation de la trousse de 

15 detection selon ['invention pour la detection d'une alteration de la paroi 
vasculaire endothelial chez un patient, notamment chez un patient affects 
d'un choc septique ou d'un cancer ou encore d'un patient subissant un 
traitement therapeutique susceptible d'etre cytotoxique vis-a-vis des 
cellules endotheliales vasculaires. 

20 

DESCRIPTION DETAILLEE DE L'INVENTION 
TROUSSE DE DETECTION SELON L'INVENTION 

25 II est fourni selon Tinvention un necessaire ou trousse permettant 

de detecter avec une grande sensibilite la presence de la proteine ESM-1 

dans un echantillon. 

L/6chantillon dans lequel la presence de la proteine ESM-1 est 

recherchee peut etre de toute nature. De preference, il s'agit d'un fluide 
30 biologique tel qu'un s6rum, un plasma, du sang total, de i'urine, un liquide 

cerebrospinal, ou des surnageants de culture ou encore des lysats 

cellulaires. 

Le demandeur a montre que la proteine ESM-1 secretee par les 
cellules eucaryotes presentait des caracteristiques sp6cifiques qui n'etaient 
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pas retrouv6es dans la proteine ESM-1 produite par des cellules 
procaryotes, telles que les cellules de Escherichia coli. 

La proteine ESM-1 est sectetee par les cellules eucaryotes, et tout 
particulierement par les cellules endothelials, sous la forme d'une 

5 glycoproteine, plus precis§ment un proteoglycane possedant une chaine du 
type chondroTtine/sulfate de dermatane. De plus, le demandeur a montre 
que la proteine ESM-1 secr&ee par les cellules eucaryotes subissait 
d'autres modifications post-trad uctionnelles incluant des modifications 
conformationnelles provoqu6es par la formation de ponts disulfure entre les 

10 residus cysteines localises majoritairement dans la region N-terminale de 
cette proteine. Le polypeptide ESM-1 de 184 acides amines est r6ferenc6 
comme la sequence SEQ ID N°l 

Pour la mise au point d'un test de detection immunologique de la 
proteine ESM-1 de grande sensibility, le demandeur s'est attactte & 

15 preparer des anticorps monoclonaux diriges contre la region N-terminale 
allant de I'acide amine en position 20 a I'acide amine en position 78 de la 
sequence SEQ ID N°1 decrite par LASSALLE et al. (1996), I'acide amine 
en position 20 constituant I'acide amin6 amino-terminal de la proteine ESM- 
1 secretee. 

20 De preference, les anticorps monoclonaux prepares par le 

demandeur sont diriges contre la proteine ESM-1 s6cretee par des cellules 
eucaryotes et ayant subi les modifications post-traductionnelles precitees. 

Plus specifiquement, le demandeur a fabriqu£ des lignees 
cellulaires d'hybridomes produisant des anticorps monoclonaux se fixant 

25 specifiquement sur la region de la proteine ESM-1 subissant des 
modifications conformationnelles du fait de la creation de ponts disulfure, 
c'est-a-dire des anticorps diriges contre la region N-terminale de la proteine 
ESM-1 allant de I'acide amine en position 20 jusqu'a I'acide amine en 
position 78 de la sequence en acides amines de la proteine ESM-1 de 

30 sequence SEQ ID N°1. 

Afin d'obtenir un outil de detection de la proteine ESM-1 dans un 
echantillon, le demandeur a mis au point un test immunologique du type 
« sandwich » mettant en oeuvre deux anticorps se liant specifiquement a 
deux regions distinctes de la proteine ESM-1 , respectivement un anticorps 

35 se liant specifiquement a la region N-terminale allant de Tacide amine en 
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position 20 jusqu'a I'acide amine en position 78 de ESM-1 et un anticorps 
se liant specifiquement a la region C-terminale allant de la position 79 a la 
position 184 de la sequence de ESM-1 . 

Un premier objet de I'invention consiste done en une trousse ou 
5 necessaire de detection de la proteine ESM-1 dans un echantillon, ladite 
trousse comprenant: 

a) un premier anticorps se liant specifiquement a la region N- 
terminale de la proteine ESM-1 comprise entre I'acide amine en position 20 
et I'acide amine en position 78 de la sequence en acides amines de cette 

10 proteine; et 

b) un second anticorps se liant specifiquement a la region C- 
terminale comprise entre I'acide amine en position 79 et I'acide amine en 
position 184 de la sequence en acides amines de la proteine ESM-1. 

De maniere tout a fait preferee, I'anticorps se liant specifiquement 
15 a la region N-terminale de ESM-1 est dirige specifiquement contre la region 
N-terminale de la proteine ESM-1 secretee par les cellules eucaryotes et 
ayant subi les modifications post-traductionnelles detaillees ci-dessus. Cela 
signifie que I'anticorps se liant specifiquement a la region N-terminale a ete 
obtenu selon un procede comportant une etape au cours de laquelle on 
20 injecte a un animal une preparation purifiee de la proteine ESM-1 produite 
par une cellule eucaryote. 

Par « anticorps » au sens de I'invention, on entend toute molecule 
comprenant un « paratope » capable de se Tier specifiquement a la region 
N-terminale ou a la region C-terminale de la proteine ESM-1. Par 
25 « anticorps » selon I'invention, on entend aussi une population homogene 
de molecules comprenant toutes le meme « paratope » capable de se lier 
specifiquement a la region N-terminale ou C-terminale de la proteine ESM- 
1. 

On entend par « paratope » le site de combinaison antigenique 
30 compris dans le fragment Fab d'un anticorps qui est localise dans les 
regions hypervariables ou CDR des domaines variables V H et V L de la 
chaine lourde et de la chaTne legere d'une immunoglobuline. 

Un anticorps selon I'invention peut etre prepare § partir 
d'hybridomes selon la technique decrite par KOHLER et MIELSTEIN 
35 (1975), ou encore par la technique de I'hybridome de cellules B humaines 
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ctecrites par KOZBOR (1983) . Un anticorps selon Tinvention englobe 
egalement les fragments cTanticorps chimferiques Fv simple chaine (ScFv 
pour « Single Chain Fv ») tel que decrit dans le brevet US n°4.946.778 et 
par MARTINEAU et al.(1998). Un anticorps selon I'invention peut 

5 Egalement etre produit par des banques de phages (« Phage Display 
Libraries ») telles que d6crites par RIDDER et at. (1995). Un anticorps 
selon invention peut etre egalement un anticorps humanise produit selon 
la technique d§crite par REINMANN et al.(1997) ou encore par la technique 
d§crite par LEGER et al.(1997). 

10 De manure tout a fait preferee, la trousse de detection de la 

proteine ESM-1 selon I'invention comprend Tun des deux anticorps sous 
une forme immobilis6e sur un support Dans ce mode de r6alisation 
prefere, la trousse de detection de Invention se pr6sente sous une forme 
dite « prete & I'emploi » pour realiser un test d'immunodetection du type 

is « sandwich » de la proteine ESM-1 . 

II a ete montre selon Tinvention que la mise en oeuvre d'une 
trousse telle que definie ci-dessus pour la detection de la pr6sence de la 
proteine ESM-1 dans un §chanti!lon permettait d'obtenir une sensibilit6 de 
detection 10 fois plus grande que celle observ6e avec le test de detection 

20 de ESM-1 decrit par BECHARD et al. (2000). 

La haute sensibilite du test d'immunodetection selon ['invention a 
rendu possible la detection de concentrations tres faibles de la proteine 
ESM-1 dans un echantillon biologique, par exemple dans un s§rum 
humain, et a ainsi perrnis la detection precoce d'alteration des parois 

25 vasculaires endothelials chez un patient . 

Notamment, la mise en oeuvre d'une trousse d'immunodetection 
selon I'invention a perrnis de detecter des concentrations seriques de ESM- 
1 allant de 1 a 3 nanogrammes par ml chez des individus dits « atopiques » 
atteints de sepsis . 

30 Comme cela est montre dans les exemples, la mise en oeuvre 

d'une trousse d'immunodetection selon I'invention permet de detecter des 
concentrations de ESM-1 de I'ordre de 100 a 200 picogramme/ml, alors 
que le test decrit par BECHARD et al.(2000) ne permet pas la detection de 
concentrations de ESM-1 inferieures a 1 nanogramme/ml. 
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Avantageusement, I'anticorps dirige contre la region N-terminale 
de ESM-1 est un anticorps monoclonal produit par une lignee d'hybridome 
obtenue apres immunisation d'un mammifere, de preference une souris, 
avec la proteine ESM-1 recombinante synthetisee par une cellule 
eucaryote, par exemple par une cellule de la lignee CHO transformee par 
un vecteur d'expression comprenant un insert d'ADN codant pour la 
proteine ESM-1 decrite par LASSALLE et al. , par exemple le vecteur 
pcDNA3. 

De maniere tout a fait preferee, il s'agit de l'anticorps monoclonal 
produit par la lignee d'hybridome designee MEC 15 deposee a la Collection 
de Cultures de Micro-organismes (CNCM) de I'lnstitut Pasteur le 17 
Octobre 2000 sous le N° d'acces 1-2572. 

L'anticorps MEC15 constitue un objet de I'invention. 

L'anticorps se liant specifiquement a la partie C-terminale de la 
proteine ESM-1 peut etre indifferemment un anticorps dirige contre la 
proteine ESM-1 produKe par une cellule procaryote, telle que Escherichia 
coli, ou par une cellule eucaryote, telle que les cellules de la lignee CHO. 

Preferentiellement, I'anticorps se liant specifiquement a la region 
C-terminale de ESM-1 est choisi parmi les anticorps capables de 
reconnaTtre Tun des trois determinants antigeniques suivants de la proteine 
ESM-1: 

- le determinant AgD1 allant du residu proline en position 79 
jusqu'au residu cysteine en position 99 de ESM-1, tels que les anticorps 
produits par les lignees d'hybridome MEP01, MEP06 et MEP21 decrits par 
BECHARD et al. (2000) ; 

- le determinant antigenique AgD2 allant du residu serine en 
position 119 jusqu'au residu valine en position 139 de ESM-1 reconnu par 
les anticorps produits par les hybridomes MEP08 et MEP13 decrits par 
BECHARD et al.(2000); 

- le determinant antigenique AgD3 allant du residu glycine en 
position 159 jusqu'au residu arginine en position 184 de ESM-1 est reconnu 
par les anticorps produits par les lignees d'hybridome MEP04, MEP14 ET 
MEP19 decrits par BECHARD et al. (2000). 

De mantere tout a fait preferee, I'homme du metier pourra 
avantageusement se nlterer, pour I'utilisation d'un anticorps se liant 



8 



2816410 



specifiquement a la region C-terminale de la proline ESM-1 , aux anticorps 
suivants: 

- les anticorps monoclonaux specifiques du determinant 
antigenique D1 produits par la lignee d'hybridome depos6e aupres de la 

5 CNCM le 19 Novembre 1997 sous le N° d'acces 1-1944 (anticorps MEP 
21); 

- les anticorps monoclonaux specifiques du determinant 
antigenique D2 produits par la lignee d'hybridome d6pos6e le 19 Novembre 
1997 aupres de la CNCM sous le N° d'acces 1-1941 (anticorps MEP08); 

10 - les anticorps monoclonaux specifiques du determinant 

antigenique D3 produits par la lignee d'hybridome d6pos6e le 19 Novembre 
1997 aupres de la CNCM sous le N° d'acces 1-1942 (anticorps MEP14) et I- 
1943 (anticorps MEP19). 

Dans le mode de realisation pr6f6r6 d'une trousse 

15 dlmmunodetection selon 1'invention, le premier et le second anticorps sont 
choisis de telle sorte que leurs sites respectifs de reconnaissance sur la 
proteine ESM-1 soient tres distants Tun de I'autre afin d'evrter tout 
§venement de fixation competitive d'un anticorps vis-^-vis de I'autre sur la 
proteine, qui pourrait §tre provoque par un phenomene d'encombrement 

20 sterique dans le cas ou les sites de reconnaissance respectifs des deux 
anticorps sont trop voisins. 

Ainsi, dans un mode de realisation prefere d'une trousse de 
detection selon invention, le premier anticorps se liant sp6cifiquement sur 
la region N-terminale de la proteine ESM-1 est Tanticorps produit par la 

25 lign£e d'hybridome MEC15. Selon ce mode de realisation pr6fere, 
Tanticorps se liant specifiquement a la region C-terminale de la proteine 
ESM-1 est Tanticorps monoclonal produit par la Iign6e d'hybridome MEP14. 

De maniere gen6rale, un anticorps dirige contre la region C- 
terminale de la proteine ESM-1 peut etre seiectionne selon la technique 

30 decrite par BECHARD et aL (2000), qui consiste a preparer un vecteur 
d'expression comprenant un insert d'ADN codant pour la region C- 
terminale de la proteine ESM-1 fusionnee a la proteine GST, puis a 
immuniser des souris avec la proteine ESM-1 purifi6e obtenue d partir de 
lysats cellulaires de cellules de Escherichia coli transformees avec le 

35 vecteur d'expression precite. Apres fusion des cellules spleniques des 
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souris ainsi immunisees avec des cellules de myelome afm d'obtenir une 
serie d'hybridomes produisant des anticorps monoclonaux, les anticorps 
d'interet se liant specifiquement a la region C-terminale de la proteine ESM- 
1 peuvent etre selectionnes par cartographie d'epitopes a I'aide de peptides 

5 derives de ESM-1 contenant des deletions progressives de I'extremite N- 
terminale de la region C-terminale de cette proteine. 

De meme, rhomme du metier peut selectionner des anticorps se 
liant specifiquement a la region N-terminale de la proteine ESM-1 en 
immunisant des souris avec la proteine ESM-1 complete, de preference la 

10 proteine ESM-1 complete produite par une cellule note eucaryote, puis en 
produisant une serie de lignees d'hybridomes a partir des cellules 
spleniques des souris immunisees, puis a selectionner les anticorps 
d'interet se liant specifiquement sur la region N-terminale, par exemple par 
des tests d'immuno-detection competitrfs avec les anticorps se fixant 

15 specifiquement sur la region C-terminale de ESM-1. Les anticorps d'interet 
sont ceux qui n'entrent pas en competition avec les anticorps sp6cifiques 
de la region C-terminale de ESM-1, c'est-a-dire les anticorps qui n'entrent 
en competition avec aucun des anticorps specifiques des determinants 
antigeniques D1, D2 et D3 de la proteine ESM-1. 

20 De preference, I'un des deux anticorps constitutifs de la trousse de 

detection selon I'invention est immobilise sur un support. Le support sur 
lequel est immobilise I'anticorps peut etre de toute nature connue de 
I'homme du metier specialiste des tests d'immuno-detection, en para'culier 
des tests d'immuno-detection du type « sandwich ». 

25 A t'rtre illustratif, le support sur lequel est immobilis6 I'anticorps 

peut etre un materiau insoluble dans I'eau poreux ou non poreux. Le 
support peut etre hydrophile ou susceptible d'etre rendu hydrophile et 
comprend les poudres inorganiques telles que la silice, le sulfate de 
magnesium et I'aluminium; les materiaux polymeres naturels, en particulier 

30 les materiaux cellulosiques et les materiaux derives de la cellulose; des 
polymeres naturels ou synthetiques tels que la nitro-cellulose, I'acetate de 
cellulose, le poly(chlorure de vinyle), le polyacrylamide, le dextran reticule, 
I'agarose, le polyacrylate, le polyethylene, le polypropylene, le poly(4- 
mfethylbutene), le polystyrene, le polymethacrylate, le poly(t§rephtalate 
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Methylene), le Nylon, le poly(butyrate de vinyle), certains types de verre tels 
que le Bioglass, ou des ceramiques. 

La fixation d'un anticorps selon ['invention sur un support peut etre 
realisee par des techniques bien connues de I'homme du metier. Le 
5 support peut se presenter sous des formes diverses, y compris sous forme 
de bandes ou de particules telles que des billes. La surface du support peut 
etre polyfonctionnelle ou susceptible d'etre polyfonctionnalisee de manfere 
a fixer I'anticorps via des interactions covalentes ou non covalentes qui 
peuvent etre specifiques ou non sp6cifiques. 

io A titre illustratif, pour ('immobilisation d'anticorps sur un support, 

Thomme du m§tier peut avantageusement se referer au brevet US 
N°4,168,146 ou encore au brevet US N°4,347,311. 

Avantageusement, Tun des anticorps constitutifs de la trousse de 
detection selon invention est lie de maniere covalente & une molecule 

15 permettant sa detection directe, ou indirecte. 

De preference, dans le mode de realisation dans lequel Tun des 
anticorps est immobilise sur un support, 1'autre anticorps est Ite de manure 
covalente a une molecule permettant sa detection directe, ou indirecte. 
La molecule detectable peut etre isotopique ou non isotopique. 

20 A titre illustratif, mais non iimitatif, la molecule detectable peut 

intervenir dans une reaction catalytique, telle qu'une enzyme, un fragment 
d'enzyme, un substrat d'enzyme, un inhibiteur d'enzyme, un co-enzyme ou 
un catalyseur. La molecule detectable peut etre egalement un chromogene, 
tel qu'un fluorophore, un colorant, une molecule chimiluminescente. 

25 La molecule detectable peut ainsi etre une molecule fluorescente 

telle que les molecules decrites par ICHINOSE et al. (1991) ou encore des 
derives d'isothiocyanate fluorescents, la phycoerithrine, I'isothiocyanate de 
rhodamine, le chlorure de dansyle ou encore le compose XRITC, la 
proteine GFP(« Green Fluorescent Protein ») du poisson Aequorea Victoria 

30 et ses nombreux derives, ou encore la proteine YFP (« Yellow Fluorescent 
Protein ») ainsi que la proteine luciferase. 

Parmi les molecules detectables possedant une activite 
catalytique, les molecules prefer6es sont les enzymes suivantes, selon la 
Classification Internationale I.U.B.:(i) les oxydoreductases de classe 1 et (ii) 

35 les hydrolases de la classe 3. Les oxydoreductases preferees sont (i) les 



11 



2816410 



dehydrogenases de la classe 1.1, plus particulferement 1.1.1, 1.1.3 et 
1.1.99 et (ii) les peroxydases de la classe 1.11 et (iii) des hydrolases de la 
classe 3.1, et plus particulterement de la classe 3.1.3 et de la classe 3.2, 
plus particulierement 3.2.1. Les dehydrogenases pref6r6es sont la malate 
5 dehydrogenase, la glucose-6-phosphate dehydrogenase et la lactate 
dehydrogenase. L'oxydase preferee est la glucose oxydase. La peroxydase 
preferee est la peroxydase de raifort (« horse radish peroxydase »). Les 
hydrolases purees sont les phosphatases alcalines, la p-glucosidase et 
le lyzozyme. 

io La molecule detectable peut etre egalement une molecule 

marquee radioactivement, par exemple par un isotope choisi parmi [ 3 H], 
[ 32 P] et [ 125 l]. 

Dans le mode de realisation dans lequel la molecule detectable 
constitue un marqueur indirect, Tun des anticorps constitutes d'une trousse 

is de detection selon Tinvention peut etre Ii6 covalemment a un ligand telle 
que la biotine ou la streptavidine. 

Dans ce mode de realisation particulier, la molecule detectable est 
choisie de maniere a ce qu'eile se fixe sur le ligand lie de maniere 
covalente a ranticorps. La molecule detectable peut par exemple etre liee 

20 elle-meme respectivement a la biotine ou & la streptavidine. 

Selon encore un autre mode de realisation d'une trousse de 
detection selon invention, le moyen de revelation de la formation d'un 
complexe entre la proteine ESM-1 presente dans rechantillon teste et Tun 
des anticorps specifiques de la proteine ESM-1, peut etre un anticorps, par 

25 exemple un anticorps capable de se Her specifiquement a la partie Fc de 
Tanticorps anti-ESM-1 ou encore un anticorps capable de se fixer 
specifiquement a I'isotype auquel appartient Tanticorps anti-ESM-1 
consider, par exemple un anticorps reconnaissant specifiquement les 
anticorps de souris de I'isotype lgG1. 

30 Dans un mode de realisation pref6r6 d'un necessaire de detection 

selon Invention, c'est Tanticorps reconnaissant specifiquement la region ex- 
terminate de la proteine ESM-1 est immobilise sur un support . 

Avantageusement, une telle trousse de detection est celle dans 
laquelle Tanticorps produit par Thybridome MEP14 (CNCM N°l-1942) est 

35 immobilise sur le support, est Tanticorps se liant specifiquement sur la 
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region N-terminale de la proteine ESM-1 et I'anticorps produit par 
I'hybridome MEC15 (CNCM N°l-2572). 

L'outil de detection peut etre alors un anticorps monoclonal 
biotinyte , par exemple de rat, reconnaissant sp§cifiquement les anticorps 
5 de souris de I'isotype lgG1, le systeme de detection pouvant etre foumi par 
un conjugu6 streptavidine-peroxydase. 

PROCEDE D'IMMUNODETECTION SELON L'INVENTION 

io L'invention a encore pour objet un proc6d6 de detection de la 

proteine ESM-1 dans un echantillon caracteris6 en ce qu'il comprend les 
etapes suivantes: 

a) mettre en contact Techantillon a tester avec un premier 
anticorps se liant sp§cifiquement sur la region N-terminale de la proteine 

is ESM-1 ou avec un premier anticorps se liant sur la region C-terminale de la 
proteine ESM-1. 

b) mettre en contact le complexe §ventuellement fomte entre la 
proteine ESM-1 pr^sente dans l'6chantillon et le premier anticorps avec un 
second anticorps se liant sp6cifiquement & la region de la proteine ESM-1 

20 choisie parmi la region N-terminale et la region C-terminale non reconnue 
par le premier anticorps; et 

c) d6tecter le complexe forme entre la proteine ESM-1 et le 
second anticorps. 

Par « complexe forme entre la proteine ESM-1 et le second 
25 anticorps », on entend le complexe forme entre le complexe forme entre : 

- le complexe forme entre la proteine ESM-1 et le premier 
anticorps, et 

- le second anticorps. 

Selon un premier mode de realisation du procede 
30 d'immunodetection ci-dessus, le premier ou le seconde anticorps est 
immobilis6 a la surface d'un support. 

Selon un second mode de realisation du proc6d6 d'immuno- 
detection ci-dessus, Tanticorps qui est immobilise sur un support est un 
anticorps se liant specifiquement sur la region C-terminale de la proteine 
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ESM-1 et le second anticorps est un anticorps se liant specifiquement sur 
la region N-terminale de cette proteine. 

Selon un troisieme mode de realisation particulier du procede 
d'immuno-detection, I'anticorps qui est immobilise sur un support se lie 
5 specifiquement sur la region N-terminale de la proteine ESM-1 et le second 
anticorps se lie specifiquement sur la region C-terminale de cette proteine. 

Les anticorps se liant specifiquement sur les regions N-terminale 
ou C-terminale de ESM-1 sont tels que definis precedemment. 

Dans un mode de realisation prefere du procede de detection 
10 selon I'invention, I'anticorps se liant specifiquement sur la region N- 
terminale de la proteine ESM-1 est I'anticorps MEC15 produit par 
I'hybridome depose le 17 Octobre 2000 aupres de la CNCM sous le N° 
d'acces I-2572. 

Le second anticorps peut etre I'anticorps MEP14 produit par 
15 I'hybridome depose a la CNCM le 1 9 Novembre 1 997 sous le N°l-1 942. 

L'etape c) du procede ci-dessus peut etre realisee a I'aide d'un 
anticorps biotinyle capable de se fixer au second anticorps, la molecule 
detectable pouvant etre constitute d'un conjugue du type streptavidine- 
peroxydase. 

20 

APPLICATIONS DU PROCEDE DE DETECTION SELON L'INVENTION. 

Le demandeur a montre que le procede ^immunodetection de la 
proteine ESM-1 selon I'invention permettait de quantifier avec une grande 
25 sensibilite la concentration serique de proteine ESM-1 chez I'homme, en 
particulier chez des patients atteints de sepsis, et a permis d'etablir une 
correlation entre la quantite de proteine ESM-1 circulante et la grav'rte du 
sepsis chez les patients. 

Selon la norme definie par I'American College of Chest 
30 Physicians/Society of Critical Care Medicine Consensus Conference (1 992, 
definitions for sepsis and multiple organ failure, and guide lines for the use 
of innovative therapies in sepsis; Crit Care Med., vol.20: 864-874), le sepsis 
peut etre divise en trois categories de gravite croissante: le sepsis, le 
sepsis severe et le choc septique. 
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Grace au proc6d§ ^immunodetection selon I'invention, il a ete 
etabli une correlation entre la gravite du sepsis et la concentration de 
proteine ESM-1 circulante chez les patients. 

De plus, la grande sensibility du test ^immunodetection selon 

5 Tinvention a permis de montrer que les patients atteints d'un sepsis simple 
poss£daient une concentration de proteine ESM-1 circulante laquelle, bien 
que faible, etait significativement detectable et significativement superieure 
(p < d 0.001) a la concentration de proteine ESM-1 retrouv£e dans le 
serum de volontaires sains. 

10 Jusqu'a present, revolution du sepsis chez un patient Start suivie 

par la quantification de trois marqueurs, respectivement la proteine C- 
reactive, la proteine ICAM-1 soluble et la pro-calcitonine. 

II a ete montr§ selon Tinvention que revolution des taux de 
proteine C-reactive et de proteine ICAM-1 soluble ne cortelaient pas avec 

is revolution de la concentration de ESM-1 . 

En revanche, il existe une bonne correlation entre revolution des 
taux de pro-calcitonine et de la proteine ESM-1. Toutefois, la signification 
biologique de la pro-calcitonine dans le cas du sepsis n'est pas connue et 
cette proteine ne constitue done pas un bon marqueur biologique de 

20 Involution du sepsis. 

Au contraire, la proteine ESM-1, du fart de son role dans la 
regulation des reactions inflammatoires, constitue un nouveau marqueur de 
revolution du sepsis dont la signification physiologique est liee directement 
au developpement non controle de la reaction inflammatoire, 

25 particulferement du recrutement des leucocytes pendant les phenomenes 
d'extravasation et d'infiltration massive de ces cellules dans les differents 
tissus, notamment les tissus pulmonaires, phenomenes causals, ou a tout 
le moins concomittants, avec une alteration de la paroi vasculare 
endothelial. 

30 Ainsi, le demandeur a montre que le test d'immunodetection de 

invention permettait la mise en evidence de faibles concentrations de 
proteine ESM-1 circulante, de I'ordre de 1 a 3 nanogrammes par millilitre, 
ces faibles concentrations retrouvees chez les patients atopiques pouvant 
etre clairement distinguees des concentrations basales de I'ordre du 

35 nanogramme/ml ou meme inferieure mesur£e chez les volontaires sains. 
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De plus, il a ete montre que la quantite de ESM-1 s§rique 
retrouvee chez les patients atteints de sepsis constituait un pronostic fiable 
de mortalite chez ces patients. Ainsi, sur 68 patients testes, les patients 
ayant decede 10 jours apr£s leur hospitalisation presentment des 
5 concentrations de ESM-1 circulates au jour 0 et au jour 1 significativement 
superieures aux concentrations de ESM-1 retrouv6es dans le s6rum des 
patients ayant surv6cu (10,6 ± 0,8 nanogrammes par ml chez les patients 
decedes contre 4,0 + 0,6 nanogrammes par ml chez des patients ayant 
survecu [p > 0,01]). 

10 Cette correlation etroite entre le niveau circulant de proteine ESM- 

1 et le pronostic de mortalite chez les patients n'est pas retrouvee avec des 
marqueurs classiques du sepsis, c'est-a-dire la proteine C-r6active, la 
procalcitonine et la proteine ICAM-1 soluble. 

Toutefois, la mesure de la concentration de ESM-1 circulante chez 

15 un patient ne suffit pas elle seule a r6aliser un diagnostic medical 
permettant au medecin de prendre les mesures therapeutiques adaptees a 
I'etat global du patient 

Un autre objet de I'invention consiste en ('utilisation d'une trousse 
de detection de la proteine ESM-1 selon ('invention pour d£tecter in vitro 

20 des alterations de la paroi vasculare endotheliale chez I'homme, en 
particulier chez des patients. 

^invention est egalement relative a Tutilisation d'une trousse de 
detection de la proteine ESM-1 telle que definie ci-dessus pour le suivi in 
vitro d'un marqueur de la gravite d'un sepsis chez un patient. 

25 II a aussi ete montre selon I'invention qu'une concentration de 

proteine ESM-1 circulante superieure ^ la normale etait retrouvee chez des 
patients ayant subi une greffe d'organes et traites par un compose 
immunosuppresseur. Chez ces patients greffes et traites par un compose 
immunosuppresseur. Uaugmentation de la concentration de la proteine 

30 ESM-1 circulante est indicative d'une activite cytotoxique du compose 
immunosuppresseur vis-&-vis des cellules endotheliales, particulierement 
des cellules endotheliales de la paroi vasculaire. 

Ainsi, la mise en oeuvre d'une trousse d'immunod&ection de la 
proteine ESM-1 selon invention rend possible le suivi de patients traites 
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par des composes immunosuppresseurs et la determination du moment ou 

ces immunosuppresseurs deviennent cytotoxiques. 

La detection de taux de ESM-1 circulante superieure a la normale 

chez ces patients peut constituer une indication pour le m§decin de nature 
5 a lui permettre de moderer les doses de composes immunosuppresseurs 

administr6s, lorsque cette mesure est assoctee & d'autres parametres 

physiologiques du patient. 

Selon un autre aspect, I'invention conceme I'utHisation d'une 

trousse d'immunodetection selon invention pour la quantification de la 
10 proteine ESM-1 in vitro chez un patient traite par un compose 

immunosuppresseur, en particulier chez un patient ayant subi une greffe 

d'organe. 

Le demandeur a egalement montre une augmentation significative 
du taux de proteine ESM-1 circulante chez des patients atteints de cancer, 
15 en particulier de cancer broncho-pulmonaire. 

Selon encore un autre aspect, I'invention conceme ('utilisation 
d'une trousse d'immunodetection telle que d6finie ci-dessus pour la 
quantification in vitro de la proteine ESM-1 chez un patient affecte d'un 
cancer. 

20 De maniere generate, un taux de proteine ESM-1 circulante 

superieure a 1 nanogramme par ml est significatif d'une alteration des 
cellules endothelials de la paroi vasculaire et peut ainsi constituer un 
parametre a prendre en compte lors de I'etablissement d'un diagnostic 
clinique d'un patient donne par un medecin, etant entendu que ce seul 

25 parametre, pris isolement, ne permet en lui-meme d'etablir aucun 
diagnostic therapeutique ou clinique d'un patient. 

La presente invention est en outre illustree, sans etre pour autant 
limit^e, aux figures et aux exemples suivants: 

30 FIGURES 

La figure 1 illustre une comparison de la sensibilite de detection 
du test d'immuno-detection de la proteine ESM-1 selon I'invention (cercles 
vides) avec le test de detection decrit par BECHARD et al. (2000) 
represents par les cercles pleins. L'echelle des ordonnfees represente la 
35 concentration de la proteine ESM-1 dans I'echantillon a tester, exprimee en 
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nanogrammes par ml. Sur I'echelle des abscisses, est representee la 
densite optique. 

La figure 2 illustre les profits ^immunodetection r6alis6s selon la 
technique immunoenzymatique de type « sandwich ». Dans tous les cas, 

5 Panticorps monoclonal produit par I'hybridome MEP14 est adsorbe sur une 
plaque de micro-titration. Sur I'Schelle des abscisses est figur6e la valeur 
de densite optique. Sur I'echelle des ordonn§es , est representee la 
concentration en proteine ESM-1 produite par les cellules de la lignee 
HEK293, exprintee en nanogrammes par ml. Le second anticorps utilisS 

10 dans le test d'immunod&ection est un anticorps dirige specifiquement 
contre la region N-terminale de la proteine ESM-1. II s'agit de Tanticorps 
MEC2 (figure 2A), MEC15 (figure 2B) et MEC36 (figure 2C). 

La figure 3 illustre une comparaison de la concentration de 
proteine ESM-1 retrouvee dans le plasma ou le serum de volontaires sains 

is ou de patients. L'6chelle des ordonn^es repr6sente la concentration 
serique de la proteine ESM-1 , exprimee en nanogramme par ml. L'echelle 
des abscisses repr6sente la concentration plasmatique de la proteine ESM- 
1 , exprirrtee en nanogramme par ml. 

La figure 4 illustre la quantite de proteine ESM-1 circulante 

20 retrouvee dans le s§rum de volontaires sains ou de patients atteints de 
sepsis de gravite clinique croissante. La concentration de proteine ESM-1 
serique, exprintee en nanogramme par ml, est representee en ordonnee. 
En abscisse sont representees les differentes populations d'individus 
testes, respectivement les sujets sains (CTRL), les patients atteints de 

25 sepsis, de sepsis severe ou de choc sceptique, selon la definition clinique 
publiee dans Crit. Care Med M 1992, vol.20: 864-874. 

La figure 5 illustre la quantification de trois marqueurs du sepsis 
chez des populations de patients sains, ou de patients atteints de sepsis, 
de sepsis severe ou de choc sceptique. 

30 La figure 5A illustre la quantification de proteine ICAM-1 soluble 

dans le serum, exprimee en nanogramme par ml. 

La figure 5B illustre la quantification de proteine C-reactive, 
exprimee en milligramme par ml. 

La figure 5C illustre la quantification de procalcitonine serique, 

35 exprimee en nanogramme par ml. 
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La figure 6 illustre une comparaison entre les niveaux de proteine 
ESM-1 circulante, et de chacun des trois marqueurs classiques du sepsis, 
respectivement la proteine ICAM-1 soluble, la proteine C-reactive et la 
procalcitonine au jour 0 d'hospitalisation des patients, respectivement chez 
5 les patients ayant sun/ecu et chez les patients ayant d6cede. 

La figure 6A illustre le niveau serique de proteine ESM-1 , exprime 
en nanogramme par ml. 

La figure 6B illustre le niveau serique de proteine ICAM-1 soluble, 
exprime en nanogramme par ml. 
10 La figure 6C illustre le niveau de proteine C-teactive, exprime en 

nanogramme pair ml. 

La figure 6D illustre le niveau de procalcitonine, exprim§ en 
nanogramme par ml. 

La figure 7 illustre la valeur pronostic de la quantite de proteine 
15 ESM-1 ou de la proteine soluble ICAM-1 chez des patients au jour 0 et au 
jour 1 aprfcs I'hospitalisation, vis-a-vis de leur mortality. 

La figure 7A illustre le niveau de proteine ESM-1, exprime en 
nanogramme par ml retrouve respectivement chez les patients ayant 
survecu (cercle plein) et les patients ayant d§ced6 (cercle vide), 
20 respectivement au jour 0 et au jour 1 apres ('hospitalisation. 

La figure 7B illustre le niveau de proteine soluble ICAM-1 serique 
chez les memes patients. 

La figure 8 illustre la valeur pronostic de mortalite du niveau de 
proteine ESM-1 et ICAM-1 soluble mesurfee au jour 0 et au jour 1 apres 
25 ('hospitalisation. 

La figure 8A illustre le niveau de proteine s§rique, exprime en 
nanogramme par ml, chez les patients ayant survecu (cercle plein) et chez 
les patients ayant d6ced§ (cercle vide). 

La figure 8B illustre le niveau de proteine soluble ICAM-1 s6rique, 
30 exprimS en nanogramme par ml, chez les patients ayant surv6cu (cercle 
plein) et chez les patients ayant decede (cercle vide). 
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19 



2816410 



EXEMPLE 1: Preparation des anticorps monoclonaux se Hant 
specifiquement sur la region N-terminale de la proteine ESM-1 
produite par les cellules eucarvotes. 

Afin d'obtenir des anticorps monoclonaux anti-ESM-1 dirig6s 

5 contre la region N~terminale de la proteine ESM-1 riche en r6sidus cysteine, 
la forme native de la proteine ESM-1 produite par la l»gn§e cellulaire CHO 
transfectee par un vecteur d'expression contenant un insert d'ADN codant 
pour la proteine ESM-1 a 6te purifiSe. 

La sequence d'ADNc codant pour la proteine ESM-1 est 

10 reference comme la sequence SEQ ID N°2 du listage de sequences. 

I'ADNc de ESM-1 est insure dans le vecteur d'expression 
eucaryote pcDNA3 (In vitrogen) puis transfecte dans les cellules CHO avec 
la lipofectamine (Gibco) selon les recommendantuions du fabricant. 48 h 
apres la transfection les cellules sont repiqu6es en presence d'un agent de 

is selection (G418, Gibco) & la dose de 1000 microgramme / ml). Apr6s deux 
semaines de selection les cellules CHO r6sistantes au G418 sont donees 
par dilution limite. Des clones exprimant ESM-1 sont ensuite selectionn6s 
et appeles CHO-ESM (depose a la CNCM). 

Pour la production, les cellules CHO-ESM sont cultivees en 

20 suspension dans un milieu conditionne sans serum de veau foetal (milieu 
CHO SFM II, Gibco). Le sumageant est ajuste a pH 8 et passe sur une 
colonne de DEAE-sepharose (Pharmacia). La colonne est Iav6e avec un 
tampon 50 mM Tris, pH 8, 0.2 M NaCI. La pmolecule ESM-1 est eluee dans 
un tampon 50 mM Tris, pH 8, 1 M NaCI. Ueluat est ensuite dilue au 1 :4 

25 dans un tampon 50 mM Tris, pH 8 et incub6 en presence d'anticorps 
monoclonal anti-ESM-1 (MEC4) immobilise sur agarose (Biorad). Apres 
une nuit d'icubation a 4°C sous agitation, les billes d'agarose sont lavees 
avec le tampon 50 mM Tris, pH 8, 0.2 M NaCI. ESM-1 est §lu6 avec 3 M 
MgCI2. Ueluat est concentr§ et dialyse dans le tampon 50 mM Tris, pH 8, 

30 0.5 M NaCI et stocke a -70°C. 

Des souris Balb/C ont ete immunises par injection de 10 pg de 
proteine ESM-1 recombinante purifiee par souris, selon un protocole 
d'immunisation standard en presence d'adjuvant de Freund. 
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Les cellules d'hybridomes secr6tant les anticorps monoclonaux 
anti-ESM-1 ont et§ obtenues par fusion, criblage et sous-clonage selon la 
technique d6crite par BECHARD et al. (2000). 

Cinq clones cellulaires d'hybridome ont 6t6 obtenus et ont 6te 
5 designes gen6riquement MEC (« Mouse Monoclonal Antibody to ESM-1 
produced by CHO Cells »). 

Quatre des hybridomes selectionnes sont d'isotype lgG1,k 
respectivement les hybridomes designes MEC4, MEC5, MEC 15 et MEC36. 

L'un des hybridomes est I'isotype lgM,k, I'hybridome MEC11. 
io Les clones cellulaires d'hybridomes ont 6t6 cultiv6s dans du milieu 

de culture en I'absence de serum et les anticorps anti-ESM-1 ont et6 
purifies par chromatographie sur colonne de proteine G-Sepharose 
commercialisee par la Societe Pharmacia (UPSALA, Su6de). 

15 EXEMPLE 2: Selection des anticorps monoclonaux diriqes 
specifiquement contre la partie N-terminale de la proteine ESM-1 
produite par les cellules de la liqnee CHO. 

Les anticorps MEC, de classe lgG1,K sont selectionn§s par la 
20 persistance d'une liaison forte des anticorps de la serie MEC a ESM/Fc en 
presence d'anticorps MEP d'isotype different et a la concentration finale de 
1 pg/ml. Les tests sont realises par ELISA selon les exemples 
pr6cedemments d6crits pour la selection des anticorps MEP et MEC, 
(notamment par les experiences d'immuno-detection par competition 
25 d6crites par LASSALLE et al. (1 996). 

EXEMPLE 3: Test d'immuno-detection de la proteine ESM-1 selon 
rinvention. 

30 Le test d'immuno-detection consiste en un test immuno- 

enzymatique du type « sandwich » dont les caracteristiques generates sont 
identiques a celui decrit par BECHARD et al. (2000). 

L'anticorps monoclonal anti-ESM-1 produit par la lignee 
d'hybridomes MEP14 (CNCM N°l-1942) a ete dilue a la concentration de 

35 S^g/ml dans un tampon carbonate 0,1 M, pH 9,5, et adsorbe pendant une 
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nuit a +4°C sur une plaque 96 puits (plaque E.IA/R.IA, Costar, 
Cambridge, MA, USA). 

La plaque a ete saturee pendant une heure a la temperature du 
laboratoire avec un volume de 200 ul/puits de tampon PBS contenant 0,1% 
de serum albumine bovine et 5mM de EDTA, puis lavee deux fois avec un 
tampon ELISA (le tampon PBS ci-dessus additionne de 0,1% de Tween 
20). 

Un calibrage a ete realise avec la proteine ESM-1 purifiee selon la 
technique decrite par BECHARD et al. (2000). 

Les echantillons de sang ont ete dilues en serie (1:2 a 1:128), 
dans un tampon ELISA et incubes sur une plaque ELISA pendant une 
heure a la temperature du laboratoire. 

Les puits ont ete laves trois fois avec un tampon ELISA puis 
incubes pendant 1 heure a la temperature du laboratoire avec un second 
anticorps monoclonal dirige contre ESM-1, I'anticorps MEC15 (CNCM N°l- 
2572) a la concentration de 0,1ug/ml dans 100 pi de tampon par puits. 

Apres trois lavages, on a ajoute un anticorps monoclonal de rat 
biotinyle dirige contre les lgG1 de souris (commercialise par 
PHARMINGEN) dilue dans un tampon ELISA et laisse incuber ce second 
anticorps pendant une heure . 

Apres trois lavages dans le tampon ELISA, les puits ont ete 
incubes avec un conjugue de streptavidine-peroxydase a la dilution 
1 :10.000 v/v (commercialise par la Societe ZYMED). 

Apres 30 minutes d'incubation avec le conjugue streptavidine- 
peroxydase, on realise trois lavages de chaque puits dans un tampon 
ELISA puis deux lavages dans un tampon PBS. 

Le conjugue streptavidine-peroxydase est revele avec le substrat 
TMB commercialism par la Societe SIGMA (Saint-Louis, MO, USA) en 
presence de 5 pi de H 2 0 2 pendant 30'. 

La reaction de revelation est stoppee par I'add'rtion d'un volume de 
100pl de H 2 S0 4 2N. 

La plaque est lue a I'aide d'un spectrophotometre (anthos labtec 
LP40, France) a la longueur d'onde de 405 nanometres. 
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La concentration de la proteine ESM-1 plasmatique ou serique est 
calculee a partir des mesures de densite optique et exprimee en 
nanogramme par ml. 

5 EXEMPLE 4; 

Resujfate comparatifs de dosage de ESM-1 avec le test d'immuno- 
detection selon 1'invention et un test d'immuno-detection de I'etat de 
la technique. 

io Les dosages comparatifs de concentration connue de la proteine 

ESM-1 recombinante produite dans la lignee cellulaire CHO transferee, 
puis purifiee comme decrit a I'exemple 1 , ont ete realises. 

Le premier dosage a ete effectue conformement a I'enseignement 
de I'exemple 3. Brievement, I'anticorps MEP14 a ete immobilise sur une 

15 plaque 96 puits du type ELISA, puis mis en contact avec une serie de 
solutions tampons PBS contenant une concentration connue de proteine de 
ESM-1. Apres lavage, le complexe forme entre I'anticorps MEP14 
immobilise et la proteine ESM-1 a ete incube avec une solution tampon 
contenant I'anticorps MEP 15 de I'invention. 

20 Apres une nouvelle serie de lavages, le complexe 

antigene/anticorps forme a ete incube successivement avec un anticorps 
de rat anti-lgG1 de souris biotinyle, puis avec un conjugue streptavidine- 
peroxydase avant revelation par le peroxyde d'hydrogene. 

Le second test a ete realise dans les memes conditions, mais en 

25 utilisant I'anticorps MEP 19 immobilise sur la plaque 96 puits de type ELISA 
et I'anticorps MEP21 en tant que second anticorps dans cette technique 
immunoenzymatique du type « sandwich ». 

Les resultats sont presentes sur la figure 1 . 

Avec la combinaison d'anticorps selon I'invention, une difference 

30 significative dont la valeur de densite optique est obtenue avec une 
concentration de la proteine ESM-1 de I'ordre de 0,15 a 0,2 nanogrammes 
par millilitre. 

En revanche, avec la combinaison des anticorps MEP19 et 
MEP21, une augmentation significative de la valeur de densite optique 
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n'est obtenue que pour une concentration de ESM-1 6gale & 1 ou 2 
nanogrammes par ml. 

Les resultats ptesentes a la figure 1 montrent clairement la grande 
sensibility du test d'immunodetection de la proline ESM-1 selon 
5 I'invention, par rapport a un test d'immunodetection de l'6tat de la 
technique, puisqu'on observe une difference de sensibilite comprise entre 5 
et 10 fois entre ces deux tests, en faveur du test d'immunodetection de 
Tinvention. 

10 EXEMPLE 5: 

Resultats comparatifs de tests d'immunodetection mettant en oeuvre 
differents anticorps de I'invention diriges contre la region N-terminale 
de la proteine ESM-1 produite par les cellules de la lignee HEK293 
transfectees. 

15 Des tests d'immunodetection de type « sandwich » ont 6te 

realises conformement au protocole d6crit a I'exemple 3. 

Dans tous les cas, I'anticorps MEP14 a 6t& immobilise sur les 
puits d'une plaque 96 puits de type ELISA. Apres incubation de la plaque 
ainsi pteparee avec des solutions de concentrations connues de ESM-1 

20 recombinantes produites par des cellules de la lignee HEK293 transfectees 
et lavage, le complexe antigene/anticorps forme a 6te incube en presence 
d'un second anticorps, respectivement I'anticorps MEC2, I'anticorps MEC15 
et I'anticorps MEC36. 

Les resultats sont represents a la figure 2. 

25 Les resultats montrent que ('utilisation d'anticorps monoclonaux 

dirigee contre la region N-terminale de la proteine ESM-1 recombinante 
produite par des cellules eucaryotes dans un test immunoenzymatique de 
type « sandwich » permet un dosage de la proteine ESM-1 de tres grande 
sensibilite, et dont la sensibilite est reproductible d'un anticorps a Pautre. 

30 Pour I'ensemble des anticorps MEC15, MEC2 ET MEC36 testes, 

des concentrations de I'ordre de 0,15 a 0,2 nanogrammes par ml de ESM-1 
ont pu etre detectees. 
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EXEMPLE 6: Application du test d'immuno-detection selon l'invention 
pour quantifier la proteine ESM-1 circulante chez des patients attaints 
de formes plus ou moins graves de sepsis. 
A, Materiels et methodes. 
5 A.1 Test d'immuno-detection 

Le test d'immunodetection a 6t6 r6alise conformSment au 
protocole decrit a I'exemple 3 ci-dessus. 

10 A.2. Test des autres marqueurs sangujns 

Le test quantitatif de la proteine soluble ICAM-1 serique a 6t§ 
realise avec un test ELISA commercial (Diaclone Research, Besangon, 
France) La plaque est lue a I'aide d'un spectrophotomdtre (Anthos Labtec 

is LP40, France) & la longueur d'onde de 450 nanometres. La concentration 
de ICAM-1 soluble s6rique a et6 calculee a partir des mesures de la 
densite optique et exprimee en nanogramme par ml. La valeur normale de 
concentration de proteine ICAM-1 soluble a 6t6 de 571 ± 168 nanogrammes 
par ml (219-1042; n = 77 ). 

20 Le test de quantification de la prot6ine procalcitonine a §t6 realise 

avec un test immunologique du type ILMA (Lumitest, B.R.A.M.S.- 
Diagnostica GmbH, Allemagne). 

La valeur normale de procalcitonine est inferieure a 0,5 
nanogramme par ml. Les valeurs mesur§es pour les patients atteints de 

25 syndrome de rSponse inflammatoire systemique (SIRS pour « Systemic 
Inflammatory Response Syndrom ») sont g6n6ralement comprises entre 
0,5 et 2 nanogrammes par ml. 

La quantite de proteine C reactive a 6t6 mesur6e par immuno- 
nephelom^trie. La valeur normale est inferieure a 10 mg/l (Morley et al., 

30 1982, Ann. N.Y. Acad. Sci., vol.389:406-418). 

A.3 Suiets 



L'etude a ete realisee avec quatre groupes de sujets, un groupe 
35 de sujets sains non atopiques (rapport de sexe egal a 1) et trois groupes de 
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patients atteints de troubles inflammatoires septiques systemiques et/ou 
pulmonaires (rapport de sexe egal £ 1 ,6, age : 56 ± 2 ans). 

Tous les volontaires sains non atopiques presentment une 
reponse n6gative au test cutan6 de reaction d'hypersensibilite imm6diate, 
5 appele aussi « prick test », et ne presentment pas non plus d'historique 
clinique d'allergies. 

Aucun des 68 patients n'etait traits par des composes 
corticosteroides ou ne subissaient d'hemodialyse au moment du recueil 
d'echantillons de sang. 
10 Le protocole d'exp^rimentation a ete approuve par le Comite 

Locale d'Hetique des Hopitaux d'universites de Suisse. 

A.4 Definitions. 

15 Les termes suivants ont §t6 utilises pour T6tude. 

Infection est un ph6nom£ne microbien caracterise par une r6ponse 
inflammatoire a la presence de micro-organismes ou a I'invasion de tissu 
de I'h6te normalement sterile par ces micro-organismes. 

20 Syndrome de reponse inflammatoire systemigue (SIRS pour 
« Systemic Inflammatory Response Syndrome*) avec aucun signe 
defection, est caracteris§ par la presence d'au moins deux des quatre 
criteres cliniques suivants: 

a) fievre ou hypothermie (temperature superieure a 100,4°F [< a 
25 38°C] ou > £ 96,8°F[> a 36°C]); 

b) tachycardie (> a 90 battements par minute); 

c) tachypnoe (> a 20 respirations par minute ou PaCC>2 < a 4,3 
kPa[32 mm Hg]); et 

d) un compte anormal de globules blancs > a 12.000 
30 cellules/mm 3 ; < a 4000 cellules / mm 3 , ou la presence de plus de 10% de 

formes immatures respectivement. 



Sepsis est defini comme le SIRS accompagne d'une infection. 
Sepsis severe est defini comme un sepsis associe avec un 
35 dysfonctionnement, une hypoperfusion ou une hypotension d'un organe. 
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Des anormalrtes dans I'hypoperfusion et la perfusion peuvent inclure, mais 
ne sont pas limitees a I'oligurie (volume excrete < a 30 ml/hr), acidose 
lactique (niveau de lactate serique superieur a 2 mmol/L ) oil une alteration 
aigue du statut mental sans sedation (reduction d'au moins 3 points par 

5 rapport a la valeur de base selon le score de coma du type Glasgow). 

Choc septiaue est defini comme la presence d'un sepsis accompagne par 
une reduction durable de la pression sanguine cystolique (< a 90mmHg, ou 
une reduction de 40 mm Hg par rapport a la valeur de base de la pression 
sanguine cystolique), associe a la presence d'anormalites de perfusions 

10 (voir ci-dessus), en depit d'une reanimation adequate et le besoin d'amines 
vasoactives pour maintenir une pression sanguine adequate (Crit. Care 
Med. 1992, vol.20:864-874). 

A.5 Description de I'etude 

15 

Pour chaque patient, les parametres biologiques et cliniques 
suivants ont ete obtenus: age, sexe, diagnostic principal et secondare tel 
que defini dans Crit. Care ed., 1992, vol.20: 864-874, antecedent, 
traitement, etat vital 10 jours avant le recueil d 'echantillons de sang, 
20 concentrations serique et plasmatique de la proteine ESM-1 . 

Pour la plupart des patients, on a mesure egalement d'autres 
parametres biologiques sanguins tels que la ICAM-1 soluble circulante 
(slCAM-1), la procalcitonine (proCT), et la proteine C-reactive (CRP). 

Les echantillons de sang ont ete recueillis de chacun des patients 
25 (ou de chacun des volontaires sains) dans des tubes sees et dans des 
tubes traites a I'EDTA, puis centrifuges pendant 30 mn a la vitesse de 3500 
tr/m dans une centrifugeuse du type jouan C3i(France). 

Les echantillons de serum et de plasma ont ete conserves 
pendant une courte duree a -20°C avant la realisation des tests. 
30 La periode de survie a dix jours de ('hospitalisation a ete choisie 

en postulant que I'infection avait contribue directement a la mort chez ces 
patients ou que la contribution du trouble inflammatoire initial par rapport a 
d'autres causes de mortalite ne pouvait pas etre exclue. 



35 A.7 Analyse statistiaue 
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Les donnees sont exprimees comme la moyenne plus ou moins 
I'erreur standard (SEM). 

Les comparaisons des niveaux moyens de ESM-1, slCAM-1, 
procalcitonine et CRP entre les differents groupes ont ete realisees en 
utilisant le test « One way Analysis » Anova (Bonferroni-Dunn), le test de 
Kruskal-Wallis et le test de Mann-Whitney. 

La correlation entre les valeurs des marqueurs a ete realisee 
grace au test Spearman Rank. 

La correlation entre le niveau de marqueur circulant et la gravite 
de Tissue pour le patient a ete realisee en utilisant le test « One Way » 
ANOVA (Bonferroni-Dunn), le test de Mann-Whitney et le test de Wilcoxon. 

En general, une valeur de p < a 0,05 est consideree comme 
statistiquement significative . 

Les graphes ont 6te realises sous la forme de graphe en bottes 
verticales representes par leur mediane et les premier et troisieme espaces 
interquartiles. 

B. RESULTATS 

B.1 Correlation entre les niveaux plasmatiques et seriq ues de ESM-1. 

Dans un premier essai, on a determine si les conditions de recueil 
d'echantillons de sang pouvaient affecter la valeur du niveau de ESM-1. La 
comparaison des valeurs de niveaux de ESM-1 plasmatiques et seriques 
chez 41 sujets sains ont montre une forte correlation (r = 0,85; p < a 
0,0001). Dans la figure 3, on peut observer que, comme pour le groupe 
temoin, aucune difference significative n'est observee pour un patient 
donne entre les niveaux plasmatiques et seriques de ESM-1, sur les 
premiers trente six patients de I'etude. 

Ces resultats suggerent tout d'abord que la coagulation du sang 
ne modifie pas le niveau de ESM-1. Ces resultats suggerent aussi que la 
proteine ESM-1 peut etre quantifiee indifferemment a partir d'echantillons 
de sang ou de plasma. 

En consequence, seul le niveau serique de ESM-1 a ete utilise 
pour le reste de I'etude. 
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B.2 Groupe controle 

Une valeur moyenne du niveau serique de ESM-1 etait de 0,7 ± 
0,4 nanogrammes par ml chez les sujets sains, comme illustre dans le 
tableau 1, alors que le niveau serique de ESM-1 etait de 1,0 +/- 0,1 
nanogramme par ml dans le groupe de sujets atopiques. 

Bien que la difference soit faible, elle est statistiquement 
significative (p < a 0,05). 

On consequence, le groupe contrdle auquel il est fait reference 
dans I'etude est le groupe des sujets sains non atopiques representatifs de 
la population generate, et la valeur moyenne du niveau de ESM-1 dans ce 
groupe de sujets sains non atopiques a ete determine comme la valeur 
normale standard. 

B.3. Groupes de patients 

Les resultats des marqueurs circulant dans les groupes de 
patients sont resumes dans le tableau 1 et illustres dans les figures 4 et 5. 

Dans le s6rum des patients admis pour un sepsis severe, les 
niveaux de sESM-1, slCAM-1, CRP et proCT sont fortement augmentes 
pour chaque groupe de patients, compares au groupe t6moin (tableau 1). 

Ces niveaux accrus sont statistiquement significatifs (p < a 0,01 ou 
moins) pour tous les marqueurs et pour tous les groupes de patients, a 
I'exception de la procalcitonine dans le groupe de patients attaints de 
sepsis (tableau 1, figures 4 et 5). 

La gravite de la maladie est uniquement definie selon trois niveaux 
graduels designes respectivement sepsis, sepsis severe et choc septique. 
Dans chacun de ces groupes, les niveaux de ESM-1 augmentent de 
maniere statistiquement correlee avec la gravite de la maladie (p < a 0,01 , 
n = 61) (voir tableau 2). 

Des augmentations similaires ont 6re retrouvees pour les niveaux 
de procalcitonine serique et de CRP (respectivement p = 0,0001, n = 34 et 
p<a0,01,n = 43). 

D'autre part, le niveau de slCAM-1 est augmente d'environ 5 fois 
la valeur normale, mais presente un niveau similaire dans chacun des 
groupes de patients. 
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Les niveaux de CRP (Anova et Mann-Whitney) et de ProCT. 
(Mann-Whitney) permettent de distinguer les groupes de patients atteints 
de sepsis des patients atteints de sepsis severe, ce qui n'est pas le cas 
pour les niveaux de ESM-1. 
5 Les niveaux de ESM-1 (Anova et Mann-Whitney) et de ProCT 

(Mann-Whitney) permettent de distinguer les groupes de patients atteints 
respectivement de sepsis severe et de choc septique, ce qui n'est pas le 
cas pour les niveaux de CRP (voir tableau 2). 

Au vu de ces r£sultats, le niveau de CRP apparaTt comme le 
10 marqueur le plus sensible dans la maladie la moins s6v£re et le niveau de 
ESM-1 apparaTt etre un meilleur marqueur que le marqueur ProCT pour les 
sepsis plus sev£res. 

Une recherche de conflation entre les niveaux seriques de ESM- 
1, slCAM-1, CRP ou ProCT a permis d'etablir une correlation significative 
is entre le niveau de CRP et de procalcitonine (p < a 0,01, tableau 3). 

Cependant, il n'a ete trouve aucune correlation entre les autres 
marqueurs (voir tableau 3). 

De plus, aucune correlation n'a ete observ6e entre les niveaux de 
ESM-1 et de creatinine plasmatique dans le groupe des patients affectes 
20 de chocs septiques (resultats non presentes). 

Afin de determiner si les niveaux seriques de ESM-1 pouvaient 
predire un pronostic vital, on a compare , dans une premiere approche, les 
niveaux moyens de ESM-1 serique entre les patients ayant d§c6d£ et les 
patients ayant survecu. 
25 Lorsque tous les patients sont pris en compte des Tadmission en 

reanimation et selon revolution fatale ou non, les resultats montrent que le 
niveau de ESM-1 serique au jour d'hospitalisation (jour 0) est 
significativement plus grand dans le groupe des patients ayant d6c6de au 
jour 10 (jour 10; p < a 0,01; figure 6A et figure 7A). On peut souligner que 
30 de telles differences ne sont pas mises en evidence avec des autres 
marqueurs slCAM-1, CRP ou ProCT (figures 6B-9). 

Selon une seconde approche, les niveaux de sESM-1 et S-ICAM1 
on t ete mesures a la fois le jour de I'hospitalisation (jour 0) et 24 heures 
apres (jour 1). Le niveau de ESM-1 au jour 0 est significativement plus 
35 grand chez des patients ayant deced£ que chez les patients ayant surv6cu 
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(figures 7A). Cette difference persiste au jour 1 (n = 20, p < a 0,05) (figure 
7A). 

Une telle difference ne peut pas etre observee avec aucun des 
autres marqueurs slCAM-1 (figure 7B) ni avec la CRP, la procalcitonine ou 
laslCAM-1. 

Dans le groupe unique des patients atteints de choc septique, les 
niveaux seriques de ESM-1 au jour 0 et au jour 1 (n = 11) sont 
significativement plus grands chez les patients ayant decede que chez les 
patients ayant survecu (figures 8A-B). 

Dans chaque groupe separ6ment, aucune correlation 
statistiquement significative n'a ete trouvie entre les niveaux de slCAM-1 
au jour 0, de slCAM-1 au jour 1 (figure 8B), de CRP au jour O, ou de ProCT 
au jour 0 et la survie au jour 10 de chaque patient. 

Les resultats presentes dans cet exemple montrent que la valeur 
moyenne de la concentration de la proteine ESM-1 circulante est tres 
augmentee par rapport aux sujets sains. Cette augmentation de la 
concentration moyenne de ESM-1 circulante est correlee avec le niveau de 
severite clinique de la maladie. Les plus hauts niveaux de ESM-1 circulante 
au stade precoce de la maladie sont associes avec une probability plus 
faible de survie du patient apres 10 jours. 

En accord avec des etudes anterieures, les marqueurs circulant 
tels que la proteine C reactive ou CRP (Morley et al)., la procalcitonine ou 
ProCT , (ASSICOT M et al.); (MULLER B et al), (WANNER GA et al.) et la 
proteine soluble ICAM-1 ou slCAM-1 (KAYAL S et al.), (SESSLER C N et 
al. (1995) SESSLER C N et al.(1993) sont significativement augmentes 
chez les patients de I'etude egalement. Les marqueurs CRP et ProCT sont 
correles avec la severite clinique des patients. 

En revanche, la determination des niveaux des trois marqueurs 
CRP, ProCT et slCAM-1 ne permet pas de predire de pronostic vital, au 
contraire de la determination du niveau de la proteine ESM-1 circulante. De 
plus, la valeur predictive du niveau serique de ESM-1 est majoritairement 
liee a la valeur initiate de ESM-1 serique au jour 0 d'hospitalisation. 

Dans cette etude, ['augmentation du niveau de ESM-1 serique 
n'est pas correlee avec un dysfonctionnement renale, comme cela a ete 
mesure par ('augmentation du niveau de creatinine plasmatique. Ce resultat 
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suggere que les niveaux accrus de la proteine ESM-1 dans le s6rum chez 
les patients atteints de chocs septiques provient de tissus pulmonaires 
alteres ou des cellules des parois vasculaires en etat de stress. 

En conclusion, les resultats de I'etude presentee dans cet 
5 exemple indiquent que ESM-1 represente un nouveau marqueur du 
dysfonctionnement des cellules endotheliales chez les patients atteints de 
sepsis. 

Associes aux valeurs d'autres parametres de marqueurs circulants 
comme les molecules d'adhesion solubles, les cytokines, la procalcitonine 
10 ou d'autres marqueurs de dysfonctionnement specifique de certaines 
cellules, le niveau de la proteine ESM-1 est de nature & foumir une 
information d'interet sur la sSverite clinique et Tissue chez les patients 
atteints de sepsis. 



32 



2816410 



TABLEAU 1 

Valeurs de concentration de la proteine ESM-1 
circulante chez des volontaires sains et dans djffgrents 
groupes de patients atteints de sepsis 







Marqueurs 
sanguins 


Groupe 


n 


sESM-1 
(ng/ml) 


slCAM-14 
(ng/ml) 


CRP 
(mg/l) 


Procalcitonine 
(ng/ml) 


Valeur 
normale (sain 
non atopique) 


20 


0,7+0.1. 


571±168 


<10 


<0,5 


Ensemble 
des patients 


61 


5,4±0,8*** 


2510+261*** 


194+21** 


39,8±12,4*** 


Sepsis 
(pulmonaire) 


29 


2,5±0,3*** 


2336+406*** 


126+15*** 


2,0±1,4 


Sepsis 
severe 


12 


4,5±1,4*** 


26961721* 


292±73** 


23,8±9,2*** 


Choc 
septique 


20 


10,0±1,8*** 


2661±373*** 


245±29*** 


90,8+29,5*** 



Les valeurs des marqueurs sanguins sont exprimees comme la valeur 
moyenne ± SEM (erreur standard). Difference significative entre chaque 
groupe de patients et la valeur normale (groupe de sujets sains non 
atopiques): * p < 0.01 ; ** p < 0,0001 ; *** p<0,0001 . 
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TABLEAU 2 

Distinction potentielle de la gravite de I'etat du patient 
en fonction du niveau des marqueurs circulants 



Marqueurs presentant une 
difference significative (AN OVA) 


sESM-1 


slCAM-1 


CRP 


ProCT 


ECS et S/S 


p<0,01 


NS 


NS 


NS 


ECS et S 


p<0,0001 


NS 


p<0,05 


p<0,01 


S/S et S 


NS 


NS 


p<0,01 


NS 




Kruskal-Wallis 


p<0,01 


NS 


p<0,01 


p=0,0001 



Marqueurs presentant une 
difference significative (Mann- 
Whitney) 


sESM-1 


SICAM-1 


CRP 


ProCT 


ECS et- S/S 


p<0,05 


NS 


NS 


p<0,05 


ECS et S 


p<0,001 


NS 


p<0,01 


p=0,0001 


S/S et S 


NS 


NS 


p<0,05 


p<0,01 



NS = non significatif . 



TABLEAU 3 

Correlation entre les d iff e rentes valeurs des marqueurs sanguins 



Marqueur 


sESM-1 


pESM-1 


Ag 
e 


1ICAM-1 


CRP 


ProCT 


Plasm 
a 

creatini 
ne 


sESM-1 




p<0,0001 


NS 


NS 


NS 


NS 


NS 


slCAM-1 


NS 








NS 


NS 




CRP 


NS 






NS 




p<0,01 




ProCT 


NS 






NS 


p<0,01 







NS = non significatif. 
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REVENDICATIONS 

1. Necessaire ou trousse de detection de la proteine ESM-1 dans 
un echantillon, comprenant: 

a) un premier anticorps se liant specifiquement a la region N- 
terminale de la proteine ESM-1 comprise entre I'acide amine en position 20 
et I'acide amine en position 78 de la sequence en acides amines de cette 
proteine; et 

b) un second anticorps se liant specifiquement a la region C- 
terminale comprise entre I'acide amine en position 79 et I'acide amine en 
position 184 de la sequence en acides amines de la proteine ESM-1. 

2. Necessaire de detection selon la revendication 1 , caracterise en 
ce que I'anticorps se liant specifiquement a la region N-terminale de la 
proteine ESM-1 a ete obtenu apres immunisation d'un mammifere avec la 
proteine ESM-1 recombinante produite par une cellule eucaryote. 

3. Necessaire de detection selon I'une des revendications 1 et 2, 
caracterise en ce que I'anticorps se liant specifiquement a la region N- 
terminale de la proteine ESM-1 est I'anticorps monoclonal produit par la 
lignee d'hybridome designee MEC15 deposee a la Collection de Cultures 
de Micro-organismes de I'lnstitut Pasteur le 17 Octobre 2000 sous le n° 
d'acces I-2572. 

4. Necessaire de detection selon I'une des revendications 1 a 3, 
caracterise en ce que I'anticorps se liant specifiquement a la region C- 
terminale de ESM-1 est choisi parmi les anticorps capables de reconnartre 
I'un des trois determinants antigeniques suivants: 

a) le determinant AgD1 allant du residu proline en position 79 
jusqu'au residu cysteine en position 99 de ESM-1 ; 

b) le determinant antigenique AgD2 allant du residu serine en 
position 119 jusqu'au residu valine en position 139 de la proteine ESM-1; 

c) le determinant antigenique AgD3 allant du residu glycine en 
position 159 jusqu'au residu arginine en position 184 de la proteine ESM-1. 

5. Necessaire de detection selon la revendication 4, caracterise en 
ce que I'anticorps se liant specifiquement a la region C-terminale de la 
proteine ESM-1 est choisi parmi les anticorps suivants: 
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a) I'anticorps MEP 21 produit par la Iign6e d'hybridome deposee 
auprfes de la CNCM le 19 Novembre 1997 sous le n° d'acces M944; 

b) I'anticorps monoclonal MEP08 produit par la lign§e d'hybridome 
d§pos6e le 19 Novembre 1997 aupres de la CNCM sous le n° d'accds - 

5 1941; 

c) I'anticorps monoclonal MEP14 produit par la lignee d'hybridome 
deposee le 19 NOVEMBRE 1997 aupres de la CNCM sous le n° d'acces I- 
1942; 

d) I'anticorps monoclonal MEP19 produit par la lignee d'hybridome 
10 deposSe le 19 Novembre 1997 aupres de la CNCM sous le n° d'accfes - 

1943. 

6. Necessaire de detection selon Tune des revendications 1 a 5, 
caracteris6 en ce que Tun au moins des deux anticorps est lie de manfere 
covalente a une molecule permettant sa detection directe, ou indirecte. 
is 7. Necessaire de detection selon Tune des revendications 1 S 6, 

caracteris6 en ce que le premier ou le second anticorps est immobilise sur 
un support. 

8. Necessaire de detection selon la revendication 7, caracteris6 en 
ce que I'anticorps immobilise sur un support est I'anticorps reconnaissant 

20 specifiquement la region C-terminale de la proteine ESM-1. 

9. Procede de detection de la proteine ESM-1 dans un echantillon, 
caracterise en ce qu'il comprend les etapes suivantes: 

a) mettre en contact I'echantillon a tester avec un premier 
anticorps se liant specifiquement sur la region N-terminale de la proteine 

25 ESM-1 ou avec un premier anticorps se liant sur la region C-terminale de la 
proteine ESM-1; 

b) mettre en contact le complexe eventuellement fornrte entre la 
proteine ESM-1 presente dans I'echantillon et le premier anticorps avec un 
second anticorps se liant specifiquement a la region de la proteine ESM-1 , 

30 choisie parmi la region N-terminale et la region C-terminale, non reconnue 
par le premier anticorps; et 

c) detector le complexe fornrte entre la proteine ESM-1 et le 
second anticorps. 

10. Procede de detection selon la revendication 9, caracterise en 
35 ce que le premier anticorps est immobilise sur un support. 
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11. Procede de detection selon Tune des revendications 9 et 10, 
caracterise en ce que le premier anticorps est un anticorps se liant 
specifiquement sur la region C-terminale de la proteine ESM-1 et le second 
anticorps est un anticorps se liant specifiquement sur la region N-terminale 
de la proteine ESM-1. 

12. Procede de detection selon Tune quelconque des 
revendications 9 a 11, caracterise en ce que I'anticorps se liant 
specifiquement sur la region N-terminale de la proteine ESM-1 est 
I'anticorps MEC15 produ'rt par I'hybridome depose le 17 Octobre 2000 
aupres de la CNCM sous le n° d'acces I-2572. 

13. Procede de detection selon Tune quelconque des 
revendications 9 a 12, caracterise en ce que I'etape c) du procede est 
realisee a I'aide d'un anticorps biotinyle capable de se fixer au second 
anticorps. 

14. Lignee d'hybridome MEC15 deposee a la CNCM le 19 
Novembre 1997 sous le n°l-1942. 

15. Anticorps monoclonal produit par la lignee d'hybridome 
MEC15 depose le 17 Octobre 2000 aupres de la CNCM sous le n° d'acces 
I-2572. 

16. Utilisation d'une trousse de detection selon Tune quelconque 
des revendications 1 a 8 pour detecter in vitro des alterations de la paroi 
vasculaire endothelial chez I'homme. 

17. Utilisation d'une trousse d'immunodetection selon I'une des 
revendications 1 a 8 pour la quantification de la proteine ESM-1 in vitro 
chez un patient traite par un compose immunosuppresseur. 

18. Utilisation d'une trousse de detection selon I'une quelconque 
des revendications 1 a 8 pour la quantification in vitro de la proteine ESM-1 
chez un patient affecte d'un cancer. 
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